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1 0 . 1  G E N E R A L  D I S C U S S I O N  A N D  S U M M A R Y
I t  i s  w e l l  k n o w n  t h a t  e x p o s u r e  o f  i s l e t s  t o  h i g h  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s
causes  Ínove rnen t  o f  sec re to ry  g ranu les  i n  t he  B -ce l l s  t owards  the  p lasma
m e m b r a n e  a n d  f u s i o n  o f  t h e  s e c r e t o r y  g r a n u l e  m e m b r a n e s  w i t h  t h e  p l a s m a
membrane .  The rea f te r ,  t he  f used  membranes  b reak  and  the  con ten t  o f  t he
g r a n u l e s  i s  r e l e a s e d  i n t o  t h e  e x t r a c e l l u l a r  s p a c e  ( 1 2 , 3 3 ) .  Í t  i s  t h o u g h t
t h a t  a  r i s e  o f  t h e  c y t o s o l i c  C a 2 +  c o n c e n t r a t i o n  t r i g g e r s  t h e  e x o c y t o s i s  o f
s e c r e t o r y  g r a n u l e s .  T h i s  a s s u m p t i o n  i s  b a s e d  o n  t h e  f o l  l o w i n g  o b s e r v a t i o n s :
l .  S u s t a i n e d  i n s u l i n  r e l e a s e  b y  i s o l a t e d  i s l e t s  i s  e l i c i t e d  b y  g l u c o s e  o n l y
w h e n  a  s u f f i c Í e n t  c o n c e n t r a t i o n  o f  e x t r a c e l  l u l a r  c a l c i u m  i s  p r e s e n t .
W h e n  d u r i n g  g l  u c o s e - s t i m u l a t e d  i n s u l  i n  r e l e a s e  t h e  e x t r a c e l  l u l a r  c a l c i u m
c o n c e n t r a t i o n  i s  d e c r e a s e d  t o  a  l o w  l e v e l  ( l e s s  t h a n  0 . 1  r n t { )  t h e  s e c r e t i o n
r a t e  r a p i d l y  d e c l i n e s  t o  a  l o w  v a l u e  ( 4 7 ) .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  a  c e r t a i n
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c a t i o n  i s  e s s e n t i a l  f o r  t h e  p r o p e r  f u n c t i o n i n g  o f
t h e  s e c r e t o r y  m a c h i n e .  P o s s i b l y ,  C a 2 +  i s  r e q u i r e d  f o r  t h e  s e c r e t o r y  e v e n t s
a t  t h e  c e l l  m e m b r a n e  o r  f o r  m a i n t e n a n c e  o f  a n  i n t r a c e l l u l a r  C a z +  p o o l
w i  t h  a  h i g h  t u r n o v e r  r a t e ,  w h i c h  c o n t r o l s  i n s u l  Í n  s e c r e t i o n .
2 .  A  d í r e c t  r e g u l a t o r y  r o l e  o f  c a l c i u m  í s  i n d i c a t e d  b y  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t
c a l c i u m  i o n s  i t s e l f  c a n  t r i g g e r  i n s u l i n  s e c r e t i o n .  A n  i n c r e m e n t  o f  t h e
e x t r a c e l l u l a r  C a 2 +  c o n c " n t r a t i o n  f r o m  0  o r  2 . 6  m H  t o  1 3 , 5 , 2 0 . 5  o r  4 l  n $ 4
i n  t h e  a b s e n c e  o r  p r e s e n c e  o f  a  l o w  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  s t i m u l a t e s
i n s u ' l  i n  s e c r e t i o n  ( 1 0 ,  1 1 ,  1 8 )  .  T h e  s e c r e t o r y  r e s p o n s e  t o  c a l c i u m  i s
i n h i b i t e d  w h e n  t h e  c a l c i u m  u p t a k e  b y  t h e  B - c e l l s  i s  i n h i b i t e d  ( 1 1 ) .  T h i s
s u p p o r t s  t h e  v i e w  t h a t  C a 2 +  
" c c u m u l a t í o n  a t  s o m e  s i t e  i n  t h e  B - c e l l  i s
s u f f i c i e n t  t o  t r i g g e r  i n s u l  i n  s e c r e t i o n .
3 .  T h i s  v i e w  i s  a l s o  s u p p o r t e d  b y  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  i o n o p h o r e  A 2 3 1 8 7
i n  t h e  a b s e n c e  o f  g l u c o s e  p r o v o k e s  a  s t r o n g  t e m p o r a r y  i n c r e a s e  o f  i n s u l i n
r e l e a s e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e x t r a c e l l u l a r  C " 2 +  b r t  n o t  i n  t h e  a b s e n c e  ( 4 8 ) .
M o r e o v e r ,  w h e n  t h e  C a z *  u p t a k e  i s  i n h i b i t e d  b y  v e r a p a m í l  t h e  i o n o p h o r e
d o e s  n o t  c a u s e  i n s u l  i n  r e l e a s e  ( 4 8 ) .
4 .  E l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  s t i m u l a t i o n  o f  i s l e t s  w i t h
g l u c o s e  c a u s e s  a c t i o n  p o t e n t i a l s  i n  t h e  B - c e l l s ,  w h i c h  a r e  t h o u g h t  t o  b e
d u e  t o  C a - '  e n r r y  i n  t h e  B - c e l l s  ( 3 7 ) .
5 .  F r o m  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s t u d i e s  e m p l o y i n g  p y r o a n t i m o n a t e  f o r  v i s u a l  i -
z a t i o n  o f  c a l c i u m  i t  h a s  b e e n  c o n c l u d e d  t h a t  g l u c o s e  s t i m u l a t i o n  c a u s e s
a n  i n t r a c e l l u l a r  a c c u m u l a t i o n  o f  c a l c i u n  ( 2 2 ,  3 0 ,  \ l + ) , ,  
_
6 .  S t Í m u l a t i o n  o f  i n s u l i n  s e c r e t i o n  b y  g l u c o s e  i n c r e a s e s  { 5 C a  u p t a k e  b y
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" 1 : c t s  ( 2 0 ) .  A l l  o t h e r  i n s u l i n o t r o p i c  a g e n t s  s o  f a r  i n v e s t i g a t e d  f o r  t h i s
t $ i ' ? o s e  ( h e x o s e s ,  g l y c e r a l d e h y d e ,  a m i n o  a c i d s ,  c y c l  i c  A M P ,  t h e o p h y l l  i n e '
- t a : s i u m  i o n s ,  s u l f o n y l u r e a s )  a f f e c t  c a l c i u m  h a n d l  i n g ,  w h i c h  s u g g e s t s
. ; r . t  t h e s e  a g e n t s  e x e r t  t h e i r  s t i m u l a n t  a c t i o n  u p o n  i n s u l i n  s e c r e t i o n  b y
t r . e  i n g  c a l c i u m  a c c u m u l a t i o n  i n  t h e  B - c e l l  ( 4 ,  1 7 ,  2 0 ,  3 1  ,  \ 6 ) .
3 g - - s r .  a n d  o t h e r  i n i t i a t o r s  o f  i n s u l i n  s e c r e t i o n  a r e  s u p p o s e d  t o  P r o m o t e
*  r c " r u l a t i o n  o f  C a Z +  i n  a  c y t o p l a s m i c  p o o l  .  T h i s  p o o l  i s  r e g u l a t e d  b y
tF *a r r€5  i n  t he  p lasma  membrane .  Howeve r ,  t he  cy top lasm ic  C"2*  con " "n t ra t i on
I n  a l r c  o e  i n f l u e n c e d  b y  c h a n g e s  i n  t h e  i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f
4 \{ È l r € , 4 .  L a b e l l i n g  o f  i s l e t s  w i t h  ' ' C a  f o l l o w e d  b y  f r a c t i o n a t i o n  a n d  m e a s u r e -
í D r  o 3 : r r e  i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y  i n d i c a t e s  t h a t  t h e
l | |É r t t . . o r y  g ranu les  and  m i  t ochond r i a  con ta in  s i gn i f  i can t  a rnoun ts  o f  exchange -
l " e  c r i c i u m  s u b j e c t  t o  r e g u l a t i o n  b y  g l u c o s e  a n d  C A M P  ( 1 7 ,  1 9 ,  3 1 ) .  F o r  t h e
! , í -  l c , 1 9 ,  w e  d o  n o t  k n o w  e x a c t l y  h o w  C a 2 +  t r i g g e r s  i n s u l  i n  s e c r e t i o n .
trÊÊ-'.:tudies have shed sone \ight on the ro\e of free Ca2+ in stirnu-
" r ' . i on  o f  i nsu \ i n  re \ease .  \ a t k i ns  È  Coopers te in  (51 )  s tud ied  the  b ind ing  o f
i s l e t  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  t o  p l a s m a  m e m b r a n e  v e s i c l e s .  F r e e  c " 2 *  1 1 g - 1  -
_1.
l 0  - t t )  c a u s e d  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t  a n d  c a l m o d u l  i n - d e p e n d e n t
i nc rease  o f  t he  b ind ing  o f  sec re to ry  g ranu les  t o  t he  p lasma  membrane
v e s i c l e s  ( o n l y  i n s i d e - o u t  v e s i c l e s ) .  T h e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  C a 2 +  i n  t h e
p resence  o f  ca ln rcdu l i n  npdu la tes  t he  i n te rac t i on  be tween  the  g ranu les  and
the p lasma membrane.
The  a rgumen ts  g i ven  above  make  i t  ve ry  l i ke l y  t ha t  a  r i se  o f  t he  cY to -
^ 2 +p l a s m i c  C a - '  c o n c e n t r a t i o n  t r i g g e r s  i n s u l  i n  s e c r e t i o n .  H o w e v e r ,  i  t  i s  u n c l e a r
by  wh i ch  mechan i sm g lucose  enhances  the  i on i zed  ca l c i um concen t ra t i on  i n  t he
B - c e l l s ,  a n d  t h e  o r i g i n  o f  t h i s  c a l c i u m  f r a c t i o n .
T h e  p r e s e n t  s t u d y  a i m e d  t o  e l u c i d a t e  t h e  l a t t e r  q u e s t i o n s  b y  i n v e s t i g a t i n g :
l .  T h e  e f f e c t s  o f  g l u c o s e  o n  i s l e t  c a l c i u m  u p t a k e ,  t o t a l  i s l e t  c a l c i u m
c o n t e n t ,  a n d  o n  t h e  p h y s i c o - c h e m i c a l  s t a t e  o f  i s l e t  c a l c i u m .
2 .  T h e  e f f e c t s  o f  f a s t i n g  ( m o d e l  f o r  i m p a i r e d  i n s u l i n  s e c r e t i o n )  o n  i s l e t
ca l c i  um me tabo l  i  sm .
1 0 . 2  M E T H O D S
T o t a l  c a l c i u m  c o n t e n t  o f  B - c e l l s  o f  i s l e t s  o f  L a n g e r h a n s  i n  s i t u  w a s
d e t e r m i n e d  b y  e l e c t r o n - p r o b e  m i c r o - a n a l y s i s  ( c h a p t e r  3 ) .  P a n c r e a t i c  t i s s u e
a n d  i s o l a t e d  i s l e t s  w e r e  d e h y d r a t e d  b y  f r e e z e - s u b s t i  t u t i o n .  T h e  t o t a l  c a l c i u m
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c o n t e n t  o f  i s o l a t e d  i s l e t s  w a s  d e t e r m i n e d  b y  a  n e w l y  d e v e l o p e d  f l u o r o m e t r i c
m i c r o m e t h o d  ( c h a p t e r  4 ) .  n  h i s t o c h e m i c a l  m e t h o d ,  u s i n g  G B H A  ( =  g l y o x a l - b i s -
2 - h y d r o x y a n i  l ) ,  w a s  d e v e l o p e d  t o  s t a i n  i o n i z e d  ( p o s s i b l y  a l s o  r e a d i  l y
i o n i z a b l e )  c a l c i u m  ( c h a p t e r  2 ) .  ï h e  p o p u l a t i o n  d e n s i t y  o f  B - c e l l  g r a n u l e s
w a s  d e t e r m i n e d  b y  s t a i n i n g  w i t h  ê l d e h y d e  f u c h s i n  ( c h a p t e r s  2 ,  3  a n d  6 ) .
G B H A - C a  n d  t h e  a l d e h y d e  f u c h s i n  p o s i t i v e  g r a n u l a t i o n  w a s  a s s e s s e d  b y
s c a n n i n g  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  B - c e l l s  w Í t h  a  c y t o p h o t o m e t e r .  C a l c i u m  u p t a k e
w a s  m e a s u r e d  w i  t h  4 5 . " 1 . i  u r .
1 0 . 3  T O T A L  C A L C I U M  A N D  G B H A - C a  C 0 N T E N T  0 F  P A N C R E A T I C  T I S S U E S
T h e r e  i s  a  r e m a r k a b l e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  t o t a l  c a l c i u m  c o n t e n t  o f  b o t h
s e c r e t o r y  t i s s u e s  o f  t h e  p a n c r e a s .  T h e  B - c e l l s  o f  i s l e t s  o f  L a n g e r h a n s  h a v e
a  h i g h  c a l c i u m  c o n t e n t ; 2 - 3  t i m e s  a s  h i g h  a s  t h e  e x o c r i n e  t i s s u e  ( c h a p t e r  3 ) .
T h e  t o t a l  c a l c i u m  c o n t e n t  o f  i s l e t  t i s s u e  a n d  e x o c r i n e  t i s s u e  a m o u n t s  t o
3 1  !  3  a n d  1 0  t  0 . 5  p r n c l  p e r  p g  d r y  w e i g h t  ( c h a p t e r  5 ) .  T h e  t o t a l  c a l c i u m
c o n t e n t  o f  e x o c r i n e  t i s s u e  p e r  u n i t  o f  d r y  w e i g h t  i s  c o m p a r a b l e  t o  t h a t  o f
l i v e r ,  k i d n e y  a n d  m u s c l e  c e l l s  ( 1 ) .  S t a i n i n g  o f  b o t h  t i s s u e s  w i t h  G B H A
r e v e a l e s  t h a t  B - c e l l s  c o n t a i n  h i g h  a n d  e x o c r i n e  t i s s u e  v e r y  l o w  c o n c e n t r a -
t i o n s  o f  G B H A - C a  ( c h a p t e r  3 ) .  T h e  G B H A - C a  c o n t e n t  o f  B - c e l l s  í s  e s t i m a t e d
t o  b e  a b o u t  \ 0 %  o f  t h e  t a t a l  c a l c i u m  c o n t e n t  ( c h a p t e r  4 ) .
F a s t i n g  f o r  2 \ - 7 2  h  d e c r e a s e s  t h e  G B H A - C a  c o n t e n t  o f  t h e  B - c e l l s  b y  5 5 -
6 0 %  w i t h o u t  a l t e r i n g  t h e  t o t a l  c a l c i u m  c o n t e n t  o f  t h e  B - c e l l s  ( c h a p t e r  3 ) .
S t r o n g  s t i m u l a t i o n  o f  i n s u l  i n  s e c r e t i o n  b y  r e p e a t e d  a d m i n i s t r a t i o n  o f  h i g h
d o s e s  o f  t o l b u t a m i d e  c a u s e s  a n  a l m o s t  d i s a p p e a r a n c e  o f  G B H A - C a .  I n  t h i s  c a s e
t h e  t o t a l  c a l c i u m  c o n t e n t  o f  t h e  B - c e l l s  d e c r e a s e s  b y  ) J 7 , .  T o l b u t a m i d e
t r e a t m e n t  d o e s  n o t  a l t e r  t h e  t o t a l  c a l c i u m  c o n t e n t  o f  e x o c r i n e  t i s s u e
( c h a p t e r  l ) .  T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  c a l c i u m  i n  t h e  B - c e l l s  e x i s t s  i n  t w o
s t a t e s :  G B H A  d e t e c t a b l e  a n d  G B H A  u n d e t e c t a b l e  w h i c h  i s  i n t e r p r e t e d  a s
i o n i z e d  a n d  u n i o n i z e d  c a l c Í u m .  F a s t i n q  c a u s e s  a  s h i f t  t o  u n i o n i z e d  c a l c i u m
( c h a p t e r  3 ) .
1 0 . 4  L O C A L I Z A T I O N  F  G B H A - C A L C I U M
A l  I  G B H A - C a  í s  l o c a l  í z e d  i n t r a c e l  l u l a r l y  a s  r e m o v a l  o f  e x t r a c e l  l u l a r l y
b o u n d  c a l c i u m  b y  i n c u b a t i o n  o f  i s o l a t e d  i s l e t s  w i t h  I a n t h a n u m  ( L a 3 + )  d o e s
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n o t  a l t e r  t h e  a r n o u n t  o f  G B H A - C a  ( c h a p t e r  8 ) .  G r a d u a l l y  d e c r e a s i n g  t h e  c o n t e n t
o f  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  o f  t h e  B - c e l l s  b y  o r a l  t o l b u t a m i d e  a d m i n i s t r a t i o n  t o
the  ra t s  i s  assoc ia ted  w i th  a  g radua l  dec rease  o f  t he  GBHA-Ca  con ten t .  A f t e r
cessa t i on  o f  t he  t r ea t Ínen t  t he  B -ce l l s  reg ranu la te  and  the  GBHA-Ca  res to res
m o r e  o r  l e s s  p a r a l l e l  t o  t h e  A F - p o s i t i v e  g r a n u l a t i o n  ( c h a p t e r  6 ) .  S u b c e l l u l a r
f r a c t i o n a t i o n  o f  i s l e t s  a n d  s t a i n i n g  o f  t h e  g r a n u l e s  r e v e a l e s  t h a t  t h e
g r a n u l e s  c o n t a i n  G B H A - C a .  P u r i f Í e d  Í s l e t  m Í t o c h o n d r í a  a r e  d i f f í c u l t  t o  e 6 1 s 1 n ,
h o w e v e r ,  m i t o c h o n d r i a  f r o m  t h e  l i v e r  d o  n o t  s t a i n  w í t h  G B H A  ( u n p u b l Í s h e d
observat ions) .  These resul ts  índícate that  ca lc íun detectable by GBHA is
na in l y  (o r  a lnos t  conp le te l y )  l oca l i zed  ín  t he  sec re to ry  g ranu les  o f  t he
B-ce I  I  s .
I O . 5  E F F E C T  O F  G L U C O S E  S T I H U L A T I O N  A N D  C A L C I U H  M A N I P U L A T I O N  4 5 C R " ' U '
UPTAKE, GBHA-Ca AND T0TAL CALCIUH CONTENT 0F ISLETS 0F FED RATS
C a l c i u m  m e t a b o l  i s m  o f  i n c u b a t e d  i s o l a t e d  i s l e t s  w a s  i n v e s t i o a t e d .  T h e
r e s u l  t s  i n d i c a t e :
l .  G B H A - C a ,  a n  i o n i z e d  c a l c i u m  f r a c t i o n  i n  t h e  s e c r e t o r y  g r a n u l e s ,  i s  v e r y
m o b i  l e .
2 a .  G l u c o s e  ( 1 5  m M )  s t i m u l a t i o n  o f  i s l e t s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  2 . 5  m l l  c a l c i u m
c a u s e s  a  r a p i d  d e c r e a s e  ( 4 0 % )  o f  G B H A - C a ,  f o l l o w e d  b y  a  r i s e  a f t e r  3 0  m i n
t o  l e v e l s  a b o v e  t h e  i n i  t i a l  v a l u e  ( c h a p t e r s  4  a n d  7 ) .
2 b .  G l u c o s e  s t i m u l a t i o n  d o e s  n o t  a l t e r  t o t a l  i s l e t  c a l c i u m  c o n t e n t
( c h a p t e r  5 ) .
2 c .  U p o n  i n c u b a t i o n  w i t h  4 5 C a  i s l e t s  e x c h a n g e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  2 . 5  m M
g l u c o s e  i n  5  a n d  3 0  m i n  2 1  a n d  2 8 %  o f  t h e i r  c a l c i u m ,  r e s p e c t i v e l y .  V J i t h
1 !  m M  g l u c o s e  i n  t h e  m e d i u m  3 0  a n d  l t 5 %  o f  i s l e t  c a l c i u m  i s  e x c h a n g e d  i n
5  a n d  3 0  m i n ,  r e s p e c t í v e l y .  G l u c o s e  s t i m u l a t i o n  e n h a n c e s  t h e  c a l c i  u m -
exchangeab le  poo l  ( chap te rs  5  and  7 ) .
3 a .  l J h e n  e x t r a c e l l u l a r  c a l c i u m  i s  d e c r e a s e d  f r o m  2 . 5  m f 4  t o  4 3  u M  t h e  G B H A - C a
r e s p o n s e  t o  g l u c o s e  i s  b l o c k e d .  T h e  G B H A - C a  l e v e l  i s  m a i n t a i n e d  a t  a  h i g h
l e v e l  a t  l 5  m f l  g l u c o s e ,  b u t  a t  2 . 5  m M  g l u c o s e  G B H A - C a  i s  a b r u p t l y
dec reased  by  \ 0% (chap te rs  4  and  7 ) .
3 b .  L o w  e x t r a c e l l u l a r  c a l c i u m  c a u s e s  a  g r a d u a l  d e c r e a s e  o f  t o t a l  í s l e t  c a l -
c i u n ;  2 0 %  o v e r  3 0  m i n .  T h e  d e c r e a s e  o f  i s l e t  c a l c i u m  i s  n o t  s i g n i f i c a n t l y
i n f l u e n c e d  b y  s t i m u l a t i o n  w i t h  1 5  m , t - l  g l u c o s e  ( c h a p t e r  7 ) .
3c , .  A t  l ow  ex t race l l u l a r  ca l c i um the  45C"  up take  i s  s t rong l y  dec reased ,  bu t
l ó )
t h e  s t i m u l a t i n g  e f f e c t  o f  1 5  n È {  g l u c o s e  i s  n o t  a b o l i s h e d  ( c h a p t e r  7 ) .
4 a .  R e i n t r o d u c t i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  c a l c i u m  ( 2 . 5  n r , t l )  r e s t o r e s  G B H A - C a  t
2 . 5  r Í t  g l u c o s e  p a r t l y  a n d  a t  1 5  m H  g l u c o s e  c o m p l e t e l y  a f t e r  w h i c h  t h e
n o r m a l  d e c r e a s e  a n d  s e c o n d a r y  r i s e  o c c u r s  ( c h a p t e r  4 ) ,
4 b .  R e i n t r o d u c t i o n  o f  e x t r a c e l  l u l a r  c a l c i u m  r e s t o r e s  t h e  t o t a l  i s l e t  c a l c i u m
c o n t e n t  a t  2 . 5  n r l l  g l u c o s e  w i t h i n  1 5  m i n .  T h e  r e s t o r a t i o n  i s  n o t  a f f e c t e d
b y  g l u c o s e  s t i m u l a t i o n  ( c h a p t e r  7 ) .
4c .  A t  2 .5  í t t t  g l ucose  the  45Ca  up take  egua l  s  t he  res to ra t i on  o f  t he  t o ta l
i s l e t  c a l c i u m  c o n t e n t ,  w h i c h  i n d i c a t e s  t h a t  c a l c i u m  e f f l u x  i s  t e m p o r a r y
a l m o s t  a b s e n t .  A t  l 5  m H  g l u c o s e  
q ) C a  
u p t a k e  i s  h i g h e r  t h a n  t h e  i n c r e a s e
o f  t h e  t o t a l  i s l e t  c a l c i u m  c o n t e n t ,  w h i c h  i s  d u e  t o  c a l c i u m  e x c h a n g e
( c h a p t e r  7 ) .
5 .  D e g r a n u l a t e d  i s l e t s  h a v e  ê  v e r y  l o w  G B H A - C a  c o n t e n t  ( c h a p t e r  6 ) .  C S H R - C a
i n  d e g r a n u l a t e d  i s l e t s  d o e s  n o t  r e s p o n d  t o  g l u c o s e  s t i m u l a t i o n ,  t o
e x o o s u r e  t o  " c a l c i u m - f r e e i l  b u f f e r  a n d  t o  r e i n t r o d u c t i o n  o f  e x t r a c e l  l u l a r
c a l c i u m  ( c h a p t e r  B ) .
C h a n g e s  i n  g l u c o s e - i n d u c e d  G B H A - C a  o f  t h e  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  a r e  n o t  r e l a t e d
t o  c h a n g e s  o f  t h e  t o t a l  i s l e t  c a l c í u m  c o n t e n t .  R e m o v a l  o f  e x t r a c e l l u l a r
c a l c i u m  b l o c k s  t h e  g l u c o s e - i n d u c e d  G B H A - C a  r e s p o n s e  a n d  i n s u l  i n  s e c r e t i o n .
R e i n t r o d u c t i o n  o f  e x t r a c e l  l u l a r  c a l c i u m  i m m e d i a t e l y  r e s t o r e s  t h e  G B H A - C ê
r e s p o n s e  a n d  i n s u l  í n  s e c r e t i o n  ( c h a p t e r  4 ) .
1 0 . 6  E F F E C T S  0 F  F A S T I N G  0 N  I N S U L I N  S E C R E T I 0 N ,  G B H A - C a ,  T 0 T A L  I S L E T  C A L C I U I ' 1
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F a s t i n g  f o r  2 4 - 7 2  h  d e l a y s  t h e  i n s u l i n  s e c r e t o r y  r e s p o n s e  u p o n  s t i m u l a t i o n
w i t h  1 5  m M  g l u c o s e .  A f t e r  4 5  m i n  i n s u l i n  s e c r e t i o n  r a t e s  o f  f e d  a n d  f a s t e d
i s l e t s  a r e  c o m p a r a b l e .  T h e  i n h i b i t i o n  o f  i n s u l  i n  s e c r e t i o n  i n c r e a s e s  w i t h
i n c r e a s i n g  p e r i o d s  o f  f a s t i n g  ( c h a p t e r s  8  a n d  9 ) .  l t  h a s  b e e n  s h o w n  b y
M a l a i s s e - L a g a e  a n d  M a l a i  s s e  ( 3 6 )  t f r a t  u n d e r  a  v a r i e t y  o f  e x p e r i r n e n t a l
l | q
c o n d i t i o n s  ' - C a  u p t a k e  c o r r e l a t e s  w i t h  i n s u l i n  r e l e a s e ,  l t  i s  a s s u m e d  t h a t
g l u c o s e  c a u s e s  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  c y t o s o l  i c  c a l c i  u m  c o n c e n t r a t i o n  w h i c h
t r i g g e r s  i n s u l  i n  s e c r e t i o n .  
_ T h e  d e c r e a s e d  s e c r e t o r y  r e s p o n s e  o f  f a s t e d  i s l e t s
may  be  due  to  a  dec reased  
q )Ca  
up take .  Levy  e t  a l .  ( 34 )  f r ave  obse rved  a
! \
5 0 %  d e c r e a s e d  ' ' C ê  u p t a k e  o v e r  9 0  m i n  i n  i s l e t s  o f  4 8 - h - f a s t e d  r a t s .  H o w e v e r ,
i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  t h e  4 5 C a  u p t a k e  o v e r  J ,  3 0  a n d  6 0  m i n  a t  2 . 5  a n d  1 5  m l , l
g l u c o s e  i s  n o t  a l t e r e d  b y  2 4  h  o f  f a s t i n g .  F a s t i n g  f o r  7 2  h  s l i g h t l y  d e c r e a s e s
t ó b
Ir(
t he  ' -Ca  up take  a t  15  n r f l  g l ucose  ove r  a  pe r i od  o f  3O  m in  bu t  no t  ove r  a
p e r i o d  o f  6 0  m i n  ( c h a p t e r  9 ) .  T h e  d i f f e r e n c e  o f  o u r  r e s u l t s  w i t h  t h o s e  o f
Levy  e t  a l .  ( 14 )  rnay  be  due  to  t he  use  o f  d i f f e ren t  t echn igues ,  s i nce  they
e x t e n s i v e l y  w a s h e d  t h e  i s l e t s  a f t e r  4 5 C "  u p t a k e .  T h e  t o t a l  c a l c i u m  c o n t e n t
o f  i s l e t s  i s  n o t  a l t e r e d  b y  f a s t i n g  f o r  2 \  h  o r  7 2  h  ( c h a p t e r  9 ) .  A p p a r e n t l y ,
À q
a n  i n c r e a s e d  ' - C a  u p t a k e  b y  i s l e t s  d o e s  n o t  s u f f i c e  t o  e l i c i t  i n s u l i n
sec re t i on .  The re fo re ,  f ac to rs  o the r  t han  an  i nc reased  
q5C"  
rp t " ke  mus t  p lay
a  c r u c i a l  r o l e  i n  t h e  f a s t i n g - i n d u c e d  i n h i b i t i o n  o f  t h e  s e c r e t i o n .
O n e  s u c h  f a c t o r  n n y  b e  t h e  c o r r e c t  p h y s i o l o g i c a l  i n t r a c e l  l  u l a r  d Í s t r i b u -
t i o n  o f  C " 2 +  
" f t " r .  
i t s  i n i t i a l  e n t r y  t h r o u g h  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e .  T h e  m e a s u -
r e m e n t  o f  G B H A - C a  o f  B - c e l l s  r e v e a l s  t h a t  f a s t i n g  a l t e r s  t h e  i n t r a c e l l u l a r
c a l c i u m  h a n d l Í n g  ( c h a p t e r  8 ) .  T h e  G B H A - C a  c o n t e n t  o f  t h e  B - c e l l s  o f  f a s t e d
i s l e t s  i s  d e c r e a s e d  a n d  t h e  g l u c o s e - i n d u c e d  d e c r e a s e  a n d  t h e  s e c o n d a r y  r i s e
a s  s e e n  i n  f e d  i s l e t s  i s  c o m p l e t e l y  o r  a l m o s t  c o m p l e t e l y  s u p p r e s s e d  ( c h a p t e r
8 ) .  F u r t h e r Í n o r e ,  w h e n  i s l e t s  a r e  w a s h e d  w i t h  a n d  i n c u b a t e d  i n r r c a l c i u m - f r e e "
bu f fe r  t he  GBHA-Ca  l eve l s  dec rease  to  ve ry  l ow  l eve l s .  Exposu re  o f  t he
c a l c i u m - d e p l e t e d  í s l e t s  t o  2 . 5  m M  a n d  1 5  m M  g l u c o s e  í n  t h e  p r e s e n c e  o f
c a l c i u m  r a p i d l y  r e s t o r e s  t h e  G B H A - C a  l e v e l s  i n  f e d  i s l e t s  b u t  n o t  c o m p l e t e l y
i n  f a s t e d  i s l e t s  ( c h a p t e r  8 ) .  A s  G B H A - C a  i s  m a i n l y  l o c a l i z e d  i n  t h e  s e c r e t o r y
g r a n u l e s  t h e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  m e c h a n i s m  w h i c h  r e g u l a t e s  t h e  g r a n u l a r
2 +
C a - ' c o n t e n t  i s  a l t e r e d  b y  f a s t i n g .  A  f a c t o r  w h i c h  m a y  i n f l u e n c e  t h e  i n t r a -
c e l l u l a r  c a l c i u m  d Í s t r i b u t i o n  i s  c A M P .  l t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  c A M P  c a u s e s
t r a n s l o c a t i o n  o f  c a l c i u m  f r o m  a n  o r g a n e l l e - b o u n d  p o o l  t o  t h e  c y t o p l a s m a  ( 3 ,
' 1 6 , 1 7 ) .  I n  f e d  i s l e t s  t h e r e  i s  a  r o u g h  i n v e r s e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  G B H A -
C a  l e v e l  a n d  c A M P  l e v e l  d u r i n g  g l u c o s e  s t i m u l a t i o n  ( c o m p a r e  c h a p t e r s  4  a n d  9
w i th  re fe rence  2 ) .  As  f as t i ng  dec reases  the  cAMP response  we  suppose  tha t
t h e  d e c r e a s e d  c A M P  r e s p o n s e  i n  f a s t e d  i s l e t s  i s  Í n v o l v e d  i n  t h e  d e c r e a s e d
r e s p o n s e  o f  G B H A - C a  t o  g l u c o s e  s t i m u l a t i o n .
1 0 . 7  P 0 S S I B L E  M E C H A N I S M  F O R  G L U C O S E - I N D U C E D  G B H A - C a  C H A N G E S
S e v e r a l  I  i n e s  o f  e v i d e n c e  i n d i c a t e  t h a t  g l u c o s e  s t i m u l a t i o n  a l  t e r s  t h e
c a l c i u m  c o n t e n t  o f  t h e  s e c r e t o r y  g r a n u l e s .  l t  h a s  b e e n  s h o w n  b y  r o n t g e n
m i c r o - a n a l y s i s  a n d  b y  t h e  p y r o a n t i m o n a t e  t e c h n i q u e  t h a t  t h e  s e c r e t o r y
g r a n u l e s  a n d  t h e  m i t o c h o n d r i a  o f  t h e  B - c e l l s  c o n t a i n  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f
c a l c i u m  ( 2 2 r  2 4 , 2 9 , 3 0 ,  4 \ ) .  I n c u b a t i o n  o f  i s l e t s  o r  p e r f u s í o n  o f  p a n c r e a s e s


















I  t -tltl
| _
f_l ,

















p y r o a n t i n p n a t e  p r e c i p i  t a t e s  i n  t h e  g r ê n u l e s  ( 2 2 ,  
. 2 9 ,  3 0 ,  4 4 ) .  G l  u c o s e
s t i m u l a t i o n  c a u s e s  a n  i n c r e a s e  o f  t h e  u p t ê k e  o f  4 5 C "  w h i c h  i s  m a i n l y
i n c o r p o r a t e d  i n  t h e  g r a n u l e s  a n d  t h e  m i  t o c h o n d r i a  ( 3 t ) .  G l u c o s e  s t i m u l a t i o n
s t r o n g l y  i n c r e a s e s  t h e  4 5 C a  e f f l u x  f r o m  i s l e t s  l a b e l l e d  a t  h i g h  b u t  n o t
f r o m  t h o s e  l a b e l  l e d  a t  l o w  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  ( 1 5 ) .  C o n d i  t i o n  w i  t h
h È
i n c r e a s e d  c A l t i P  I e v e l  i n  i s l e t s  e n h a n c e  t h e  e f f l u x  o f ' 2 C a  f r o m  t h e  g r a n u l e s
a n d  i n h i b i t  t h e  u p t a k e  o f  4 5 c "  b y  t h e  m i t o c h o n d r i a  ( r Z ) .  F u r t h e r m o r e ,
i s o l a t e d  g r a n u l e s  a c c u m u l " a . 4 5 r " ,  w h i c h  p r o c e s s  i s  s t r o n g l y  s t i m u l a t e d  b y
A T P  a n d  c a l c i u m  ( 5 )  a n d  i n h i b i t e d  b y  c A | l P  ( 4 S ) .  I n  a d d i t i o n  t h e  g r a n u l e s o
c o n t a i n  a  C a - A T P a s e  a c t i v i t y  w h i c h  i s  s t i m u l a t e d  b y  A T P  a n d  c a l c i u m  ( t 0 ' -
-À
1 0  M )  a n d  i n h i b i t e d  b y  c A l ' l P ,  N A D H  a n d  i n  a  c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n t  m a n n e r
b y  N a C l  ( p r o b a b l y  C l  n o t  i n h i b i t o r y )  ( 5 ,  l 3 )  s e e  F i g  1 0 . 1 .  I n h i b i t i o n  o f
t h e  C a - A T P a s e  a c t i v i t y  m a y  p r o v i d e  a  s i m p l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  e f f e c t  o f
g l u c o s e  o n  t h e  g r a n u l a r  c a l c i u m  c o n t e n t .  G l u c o s e  m a y  c a u s e  c a l c i u m  r e l e a s e
f r o m  t h e  g r a n u l e s  b y  e n h a n c i n g  o n e  o r  m o r e  o f  t h e  f a c t o r s  w h i c h  i n h i b i t  t h e
C a - A T P a s e  a c t i v i  t y .  G l u c o s e  s t i m u l a t i o n  o f  r a t  i s l e t s  i m m e d i a t e l y  e n h a n c e s
t h e  N A D H  a n d  N A D P H  c o n t e n t  ( 3 5 , 5 0 ) .  M o r e o v e r  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  g l u c o s e
s t i m u l a t i o n  i n c r e a s e s  t h e  c A M P  c o n t e n t  o f  t h e  i s l e t s  ( 2 ) .  P r o b a b l y ,  g l u c o s e
s t i m u l a t i o n  a l s o  e n h a n c e s  t h e  p r o t o n - t r a n s l o c a t i n g  M g - A T P a s e  a c t i v i  t y  i n  t h e
g r a n u l e  m e m b r a n e  ( 2 7 , 3 i l ,  w h i c h  r e s u l t s  i n  a n  i n c r e a s e  o f  t h e  H +  c o n c e n t r a -
t i o n  i n  t h e  g r a n u l e s .  T h e  d e c r e a s e  o f  t h e  p H  f a v o u r s  t h e  i o n i z a t i o n  o f
i n t r a g r a n u l a r  c a l c i u m .  l t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  o f  o t h e r
e n d o c r i n e  g l a n d s  e x c h a n g "  C " 2 +  f o r  N a +  ( 4 2 ) .  P r e l  i m i n a r y  r e s u l  t s  w i  t h
p a n c r e a t i c  i s l e t s  i n d i c a t e  t h a t  h i g h  i n t r a c e l  I  u l a r  N a +  d e c r e a s e s  a n d  l o w
i n t r a c e l l u l a r  N a +  i n c r e a s e s  t h e  G B H A - C a  c o n t e n t  o f  t h e  i s l e t s .
I n  a d d i t i o n  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  g l u c o s e  ( 1 6 . 7  m M )  s t i m u l a t i o n  f o r  9 0
m i n  m o d e r a t e l y  d e c r e a s e s  t h e  s o d i u m  c o n t e n t  o f  r a t  i s l e t s  ( 2 8 ) .  T h e r e f o r e
w e  s u p p o s e  t h a t  t h e  i n t r a c e l l u l a r  N a f  c o n c e n t r a t i o n ,  b y  m e a n s  o f  N a + - C a 2 +
e x c h a n g e ,  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  C a 2 +  c o n c e n t r a -
t í o n  o f  t h e  s u r r o u n d i n g  c y t o p l a s m a .  A l l  c o n d i t i o n s  s e e m  p r e s e n t  f o r  a  g l u c o s e
m e t a b o l  i s m - d e p e n d e n t  r e g u l a t i o n  o f  t h e  g r a n u l a r  c a l c i u m  s t o r e .  T h e r e f o r e ,  i t
s e e m s  l i k e l y  t h a t  t h e  g l u c o s e - i n d u c e d  G B H A - C a  c h a n g e s  a r e  a c h i e v e d  b y  t h e
m e c h a n i s m  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  T h e  i n h i b i t i o n  o f  C a - A T P a s e  a c t i v i t y  m a y
p r o v i d e  a  s i m p l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  g l u c o s e - i n d u c e d  i n s u l  i n  s e c r e t i o n .
B e g i d e s  t h e  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  t h e  m i t o c h o n d r i a  a n d  t h e  e n d o p l a s m i c
r e t i c u l u m  a l s o  c o n t a i n  C a - A T P a s e  a c t i v i t y  ( 5 ,  1 3 ) .  F u r t h e r m o r e ,  c a l c i u m
f l u x e s  a c r o s s  t h e  B - c e l l  m e m b r a n e  m a y  a l s o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  c y t o s o l i c
c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n ,  w h i c h  i s  a s s u m e d  t o  r e g u l a t e  i n s u l  i n  s e c r e t i o n .
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G B H A  s t a i n s  i o n i z e d  c a l c i u m  a n d  t h e  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  c o n t a i n  a  r e l a t i v e -
l y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  ( c h a p t e r s  2 ,  3  a n d  4 ) .  T h e  p r e s e n c e  o f  i o n i z e d  c a l c i u m
i n  t h e  g r a n u l e s  m a y  b e  d u e  t o  t h e  a c i d i c  p H ,  w h i c h  i s  a b o u t  5 . 5  e 6 ) .  T h i s
l o w  p H  Í s  m a i n l y  g e n e r a t e d  b y  a  p r o t o n - t r a n s l o c a t i n g  M g - A T P a s e  a c t i v i t y  i n
t h e  g r a n u l e  m e m b r a n e  ( Z l ) .  O n  s t i m u l a t i o n  t h e  p r o t o n  g r a d i e n t  a c r o s s  t h e
g r a n u l e  m e m b r a n e  i n c r e a s e s  ( 3 9 ) ,  w n i c h  f a v o u r s  t h e  i o n i z a t i o n  o f  i n t r a g r a -
n u l a r  c a l c i u m  a n d  w o u l d  c o u n t e r a c t  a  p o s s i b l e  c o n v e r s i o n  t o  u n i o n i z e d
c a l c i u m .  E f f l u x  o f  i o n i z e d  c a l c i u m  t o  t h e  c y t o s o l ,  w h i c h  h a s  a  p H  o f  / . 1
( 2 1 ) ,  c a n  e x p l a i n  t h e  d e c r e a s e  o f  G B H A - c a  o n  g l u c o s e  s t i m u l a t i o n  ( s e e
F i s  1 0 . 1 ) .
T h e  t o t a l  i s l e t  c a l c i u m  c o n t e n t  i s  3 l  p m o l / u g  d r y  w e i g h t  ( c h a p t e r  5 ) .
A s s u m i n g  a  d r y  w e Í g h t , / w e t  w e i g h t  r a t i o  o f  2 0 / 1 0 0  t h e  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n
i n  i s l e t  c e l  l s  w o u l d  b e  6 . 2  m M .  T h e  G B H A - c a  f r a c t i o n  i s  e s t i m a t e d  t o  b e
a b o u t  4 0 2  o f  t h e  t o t a l  c a l c i u m  c o n t e n t  ( c h a p t e r  4 ) ,  T h u s ,  o v e r a l l  t h e  G B H A -
C a  c o n c e n t r ê t i o n  i n  t h e  c e l  I  i s  2 . 5  m l , l  .  H o w e v e r ,  G B H A - C a  i s  l o c a l  i z e d  i n  t h e
s e c r e t o r y  g r a n u l e s  w h i c h  a c c o u n t  f o r  o n l y  l l , 7 %  o f  t h e  v o l u m e  ( g ) .  f n e
s e c r e t o r y  g r a n u l e  c o n s i s t s  o f  a  g r a n u l a r  s a c k  c o n t a i n i n g  a  c r y s t a l  I  i n e  c o r e
( 1 4 )  ( z i n c - i n s u l  i n  c o m p l e x ;  1 2 ,  \ 1 ) ,  w h i c h  o c c u p i e s  4 0 ?  ( 2 0 - 6 0 " 4 )  o f  t h e
v o l u m e  ( c a l c u l a t e d  f r o m  2 3 , 2 8 , 4 0 )  a n d  c o n t a i n s  n o  c a l c i u m  ( 2 9 ) .  G B H A - c a
i s  t h e r e f o r e  l o c a l i z e d  i n  o n l y  7 Z  ( 1 1 . 7  x  0 . 6 )  o r  r h e  c e l l  v o l u m e  a n d  t h e
c o n c e n t r a t í o n  o f  G B H A - C a  i s  a b o u t  3 6  m M .  0 n  g l u c o s e  s t i m u l a t i o n  4 0 2  ( s e e
c h a p t e r  7 )  o f  G B H A - c a  d i s a p p e a r s .  T h i s  w o u l d  i m p l y  t h a t  i f  t h i s  a m o u n t  i s
t r a n s l o c a t e d  t o  t h e  c y t o s o l  È h e  g r a n u l a r  c a l c i u m  c o n c e n t r a t í o n  w o u l d
d e c r e a s e  b y  l 4  n $ 4  a n d  t h e  c y t o s o l  w o u l d  i n c r e a s e  b y  I  m M .  T h e  s i g n i f i c a n c e
o f  s u c h  a n  e n o r m o u s  t r a n s l o c a t i o n  o f  c a l c i u m  i s  n o t  c l e a r .  l f  t h e  i o n i z e d
c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n  d e c r e a s e s  b y  1 4  m i l  a s  a  r e s u l t  o f  e f f l u x  t o  t h e
c y t o s o l  i t  m u s t  b e  a c c o m p a n i e d  b y  a  c o u n t e r i o n  e . g .  c l  o r  i t  m u s t  b e
e x c h a n g e d  b y  a n o t h e r  i o n  e . g . N a + .  I n  t h e  f i r s t  c a s e  t h e  o s m o t i c  p r e s s u r e
w o u l d  d e c r e a s e  b y  4 2  m o s m o l e s  a n d  i n  t h e  s e c o n d  c a s e  i n c r e a s e  b y  l 4  m o s n r o l e s .
l s o l a t e d  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  i n  i s o - o s m o t í c  s u c r o s e  a r e  v e r y  s e n s i t i v e  t o
s o d i u m  ( n o t  t o  p o t a s s i u m )  w h i c h  i o n  i n d u c e s  l y s i s  o f  t h e  g r a n u l  e s  ( 6 ,  2 5 ) .
F u r t h e r m o r e ,  i n  t h e  c h r o m a f f i n  g r a n u l e  m e m b r a n e  ( a d r e n a l  m e d u l  l a )  w h i c h  i  s
v e r y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  B - g r a n u l e  m e m b r a n e  a N a + - C a z + - e x c h a n g e  m e c h a n i s m
h a s  b e e n  s h o w n  ( 4 2 ) .  M o r e o v e r ,  b o t h  g l u c o s e - s t i m u l a t e d  4 5 c a  e f f l u x  f r o m
i s l e t s  a n d  i n s u l i n  s e c r e t i o n  a r e  s t r o n g l y  i n h Í b i t e d  b y  o m i s s i o n  o f  e x t r a -
c e l l u l a r  s o d i u m .  T h e r e f o r e ,  w e  s u p p o s e  t h a t  s o d i u m  p l a y s  a  r o l e  i n  t h i s
t g 0
Ínechan i  sm.
S e v e r a l  l i n e s  o f  e v i d e n c e  i n d i c a t e  t h a t  e x o c y t o s i s  m i g h t  b e  b a s e d  o n
r e s t r i c t e d  o s Í l l o t i c  l y s i s  ( 4 3 ,  \ 9 ,  5 2 ) .  l t  h a s  b e e n  s h o w n  i n  a n  a r t i f  i c i a l
s y s t e m  t h a t  p h o s p h o l í p i d  v e s i c l e s  f u s e  w i t h  a  p l a n a r  m e m b r a n e  w h e n  t h e  p l a n a r
m e m b r a n e  c o n t a i n s  a  c a l c i u m - b i n d i n g  p r o t e i n  a n d  w h e n  a l s o  m i c r o m o l a r  c o n -
?
c e n t r a t i o n s  o f  C a t t  a n d  a n  o s Í n o t i c  g r a d i e n t  a r e  p r e s e n t  ( 5 2 ) .  l t  h a s  a l s o
b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i s o l a t e d  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  f r o m  i  s l e t s ,  p i  t u i  t a r y
a n d  a d r e n a l  m e d u l  a  i n  h y p o - o s m o t i c  m e d i u m  i n t e r a c t  w i  t h  t h e i  r  r e s p e c t i v e
i s o l a t e d  p l a s m a  m e m b r a n e s  a n d  r e l e a s e  h o r m o n e  ( i n s u l  i n ,  s o m a t o t r o p i n ,
a d r e n a l i n )  w h e n  2 . 0  u t l  C " 2 *  i s  a d d e d  ( 7 ,  8 ) .  A s  a l r e a d y  m e n t i o n e d  a b o v e ,
)+  - 7  - l rf r e e  C a ' '  ( 1 0 ' -  l 0  ' M )  p r o d u c e s  a  c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t  b i n d i n g  o f
s e c r e t o r y  g r a n u l e s  t o  p l a s m a  m e m b r a n e s  i s o l a t e d  f r o m  f i s h  i s l e t s  ( 5 1 ) .  T h e
b i n d i n g  w a s  s t r o n g l y  d e p e n d e n t  o n  t h e  p r e s e n c e  o f  c a l n r o d u l  i n  ( 5 1 ) .
\ . / e  wou ld  pu t  f o rwa rd  the  hypo thes i s  t ha t  GBHA-Ca  i n  t he  g ranu les  o f  t he
B - c e l l s  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  C a 2 +  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e
s u r r o u n d i n g  c y t o p l a s m a ,  w h i c h  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c a l m o d u l  i n  m o d u l a t e s  t h e
i n t e r a c t i o n  o f  t h e  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  w i t h  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e .  T h e  c h a n g e s
i n  g r a n u l a r  c a l c i u m  w o u l d  p r o v i d e  t h e  o s m o t i c  a r a d i e n t  w h i c h  c a u s e s  t h e
b r e a k a g e  o f  t h e  f u s e d  n r e m b r a n e s  r e s u l t i n g  i n  e x t r u s i o n  o f  t h e  i n s u l  i n
con ten t  .
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